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【序論】 
現在，頭蓋顎顔面領域の先天奇形や外傷に起因した組織変形に対する標準的な治療法として，
軟骨や骨等の自家組織移植（Whitaker et al.,1979;Laurie et al.,1984）やシリコン等の人工医
療材料の移植（Matton et al.,1985;Zeng et al.,2002）による修正術が広く行われている．ただ
し前者は採取量の限界や採取部位の瘢痕等が問題となり，後者は異物反応に伴う感染や露出等の
問題がある．そのためこれらの問題を克服しうる新規治療法の開発が望まれており，軟骨再生医
療が注目を集めている． 
軟骨再生医療の細胞源として，骨髄由来の間葉系幹細胞(Shieh et al,2004;Dickhut et al,2009)
や成熟分化した軟骨細胞（Yanaga et al.,2009a）が報告されているが，前者は軟骨分化能が低い
ことが問題となり，後者は細胞寿命に起因する長期的な形態維持の困難が懸念される．これらを
解決しうる細胞源として，ヒト耳介由来軟骨前駆細胞がある．我々は既にヒトの耳介軟骨膜に軟
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骨前駆細胞が存在することを同定し報告（Kobayashi and Takebe,2011a）しているが，同細胞は
高い細胞増殖能と高い軟骨分化能を有している．さらに本細胞を軟骨分化誘導し免疫不全マウス
の皮下へ移植することで，軟骨膜をもつ弾性軟骨組織の再構築が得られており，再構築組織の長
期形態維持に有利な可能性がある．以上より耳介由来軟骨前駆細胞は軟骨再生医療の細胞源とし
て適切であると考えており，同方法のヒトへの臨床応用を目指している 
ただし臨床応用の場合は一連の細胞培養や移植といったプロトコールの安全性が担保される必
要がある．また自己免疫下で免疫不全マウスへの移植と同様に軟骨再構築が得られるかどうかは
明らかではない（Zhao et al.,2011;Pigott et al.,2013）．以上2点を評価するための前臨床試
験として，生物物理学，解剖学的にヒトに近い生物であるカニクイザル（Macaca fascicularis）
を用いた自家移植実験を施行し，評価した． 
【実験材料と方法】 
本実験では小耳症患者の残存耳介軟骨3検体と，カニクイザル3頭を用いた．これらの研究は独
立行政法人医薬基盤研究所  霊長類医科学研究センターと横浜市立大学で，両施設の倫理委員会
で承認を得て施行した．手術は全て獣医師による全身麻酔管理下に行い苦痛の緩和に努め，また
手術に伴う侵襲を最小限とするよう各個体に配慮した．組織回収後のサルは同センターに返却し
た． 
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【結果】 
まずサルの耳介の軟骨膜から軟骨膜細胞を回収分離し，細胞増殖能，軟骨分化能，多分化能等
の細胞特性をヒトの耳介由来軟骨前駆細胞と比較した．細胞倍加時間は サル43.8 ± 5.0 h ヒト
42.2 ± 21.1 h であり近似した細胞増殖能を示した．またいずれの細胞も分化誘導前後で
glycosaminoglycan値は有意に増加し，軟骨分化誘導を確認できた．またいずれの細胞も，脂肪分
化培地，骨分化培地での培養でそれぞれ脂肪，骨へと分化誘導され多分化能を認めた．以上によ
りサル耳介軟骨膜にも軟骨前駆細胞の存在を認め，ヒトの耳介由来軟骨前駆細胞と近い細胞特性
を持つことが示された． 
次に免疫不応答下での軟骨再構築能を評価するため，サルの耳介由来軟骨前駆細胞をin vitro
で拡大培養，軟骨分化誘導し，免疫不全マウスへの異種移植した．再構築された組織を3ヶ月後に
回収し，ヒト耳介由来軟骨前駆細胞から同様の方法で再構築された組織と比較した．サル，ヒト
回収組織はそれぞれ，平均湿重量は49.7 ，67.7 (mg), 最大長は7.04 ，9.05 (mm), 投影面積は
27.5，33.5 (mm2)であり有意差を認めなかった．組織学的には成熟した軟骨組織のように典型的
な軟骨組織の像を示し，ヒト耳介由来軟骨前駆細胞と同様に免疫不応答下での軟骨再構築を認め
た． 
最後に自己免疫下での軟骨再構築能の評価と臨床プロトコールの安全性評価目的に，サル耳介
由来軟骨前駆細胞の自家移植を行った．サルの軟骨前駆細胞を in vitroで拡大培養，軟骨分化誘
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導後，自己の生理的陥凹部である前額部へ自家移植し 3 ヶ月後に回収した．移植部は形態の臨床
的，画像的に評価し，回収後の再構築組織は臨床的，組織学的，免疫組織学的，生化学的に解析
し評価した．移植部は臨床上隆起を認め，MRI上 T1WI、T2WIともにやや高信号となり、軟骨様組
織の再構築が示唆された．回収組織は最大で 42×28×2.5mm 大の再構築組織が得られ，組織染色
では成熟した弾性軟骨組織を認めた．また免疫染色でⅠ型コラーゲン陽性の膜状構造物を認め，
軟骨膜組織も再構築されていた．再構築組織の glycosaminoglycan値は primaryの耳介軟骨と比
較し 63-87％であった．以上より自己免疫下でも軟骨膜を持つ弾性軟骨組織再構築が確認された．
また一連の実験で感染や腫瘍形成等の有害事象は認めず，プロトコールの一定の安全性が示され
た． 
【考察】 
今後は同方法を用いたヒトへの医師主導臨床研究を推進していくが，日本では平成 26年 11月
より再生医療三法が施行されたばかりで，臨床応用に向けた制度が大きく変化している最中であ
る．新規制度の中でも特に安全性の確保は重要視されており，腫瘍原性の評価法（Kawamata,2015）
や細胞加工施設の整備，プロトコールのバリデーション，ベリフィケーションの設定などが必要
である． 
また現状，顔面部の小範囲の陥凹変形を対象とした臨床研究を目指しているが，小耳症に対す
る耳介形成術（Nagata,1994）のように複雑でより大きな形態を持つ組織を作製するためには，よ
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り効率的な軟骨組織を再構築させる手法が求められる．二期移植法（Yanaga et al.,2009a;Yanaga 
et al.,2013）や 3次元回転培養法（Ohyabu et al.,2006），足場材料を用いるもの（Tanaka et 
al.,2010;Asawa et al.,2012）等を用いて，今後さらなる適応疾患の拡大を目指す．  
 
 
図１ カニクイザルへの自家移植手術模式図(Kagimoto,in pressより引用)：左眼窩上縁外側
に小切開を置き前額部を剥離し，剥離したスペースに分化誘導した細胞を移植した． 
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図２ 耳介由来軟骨前駆細胞の自己免疫下での軟骨再構築能 臨床評価 MRI画像評価
(Kagimoto,in pressより引用) 
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図３ 耳介由来軟骨前駆細胞の自己免疫下での軟骨再構築能 臨床評価 術中所見(Kagimoto,in 
pressより引用，改変) 隆起部に一致して再構築された組織を認める．Scale bars 10mm 
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図４ 耳介由来軟骨前駆細胞の自己免疫下での軟骨再構築能 再構築組織染色像(Kagimoto,in 
pressより引用) 左から Hematoxylin-Eosin(HE), Alcian Blue(AB), Elastica Van Gieson(EVG)
染色像 scale bars 上段 1000μｍ，下段 200μｍ 
 
 
図５ 耳介由来軟骨前駆細胞の自己免疫下での軟骨再構築能 再構築組織免疫染色像
(Kagimoto,in pressより引用) 再構築軟骨組織でも collagenⅠ陽性の層に覆われた，collagen
Ⅱ陽性の組織を認め，primaryの耳介軟骨のように軟骨膜を持つ軟骨が再構築されている．scale 
bars 200μｍ 
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